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5 1. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
1. Abkürzungsverzeichnis   5-LOX 5-Lipoxygenase CBF Zerebraler Blutfluss CCI Controlled Cortical Impact cCT Kranielles Computertomogramm CPP Zerebraler Perfusionsdruck cysLTs Cysteinyl-Leukotriene DGN Deutsche Gesellschaft für Neurologie DGNC Deutsche Gesellschaft für Neurochirurgie FjB Fluoro-Jade B FLAP 5-Lipoxygenase aktivierendes Protein FPI Fluid Percussion Injury GCS Glasgow Coma Scale GFAP Glial fibrillary acidic protein ICP Intracranial Pressure LT Leukotriene MAP Arterieller Mitteldruck MRT Magnetresonanztomographie NSAR Nicht-steroidale Antirheumatika paCO2 Kohlendioxidpartialdruck ptiO2 zerebraler Gewebesauerstoff ROI Region of Interest SHT Schädel-Hirn-Trauma SjvO2 Jugularvenensättigung TCD Transkranielle Dopplersonographie 
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2. Bibliographische Beschreibung   Cornelia Voigt  Untersuchung des Effektes der Leukotrienbiosynthesehemmung  nach experimentellem Schädel-Hirn-Trauma  Universität Leipzig, Dissertation  S. 39, Lit. 65  
Referat  Gegenstand der Dissertationsschrift ist die Untersuchung des Effektes einer Hemmung der Leukotrienbiosynthese auf die Entwicklung des Schädel-Hirn-Traumas (SHT) nach experimenteller fokaler Kontusionsverletzung im Rattenmodell. Die Ergebnisse der Arbeit wurden im Jahre 2011 in einer Publikation veröffentlicht. Das SHT ist eine schwerwiegende globale Erkrankung mit hoher Inzidenz und Mortalität. Diese führt zu hohen Kosten für das Gesundheitssystem, zum einen durch die akute Behandlung im Krankenhaus, zum anderen durch die sich daran anschließenden rehabilitativen Maßnahmen. Nach der primär biomechanischen Verletzung des Hirns, die nicht beeinflussbar ist, bietet die anschließende sekundäre Hirnschädigung aufgrund verschiedener Stoffwechselprozesse Angriffspunkte für eine (medikamentöse) Therapie des SHT. Die sekundären Hirnschäden werden maßgeblich durch die Entwicklung eines perikontusionellen Hirnödems und dem daraus resultierenden Anstieg des intrakraniellen Druckes beeinflusst. Wie in vorangegangenen Untersuchungen gezeigt werden konnte, kam es nach experimentellem SHT zu einem signifikanten Anstieg der Leukotrienwerte im Liquor von Ratten. Dies warf die Frage nach der Rolle der Leukotriene (LT) im posttraumatischen Hirnstoffwechsel bezüglich der Ödementwicklung auf. Ziel dieser Arbeit war der Nachweis einer direkten Beteiligung von Leukotrienen an der sekundären Hirnschädigung und das Aufzeigen eines möglichen therapeutischen Zuganges durch Substitution von Leukotrienbiosynthesehemmern. Dafür wurde bei adulten Ratten ein fokales SHT induziert. Anschließend wurden in zwei Therapiegruppen zwei unterschiedlich wirkende Leukotrieninhibitoren mehrmalig oral verabreicht und die Ausprägung des SHTs nach 24 bzw. 72 Stunden mittels Magnetresonanztomographie (MRT) und immunhistochemischen Aufarbeitung der Hirne mit einer nicht therapierten Kontrollgruppe verglichen. Bei einem dieser 
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LT-Inhibitoren handelte es sich um ein Weihrauchpräparat, das als Nahrungsergänzungsmittel bereits zu erhalten ist und somit auch potentiell am Menschen zur Anwendung kommen kann. Die Ergebnisse waren vielversprechend und zeigten in beiden Therapiegruppen ein verringertes Kontusionsvolumen im MRT und immunhistochemisch einen geringeren Verlust von Neuronen im perikontusionellen Bereich. Somit scheinen Leukotriene einen Anteil an den sekundären Schädigungsprozessen nach SHT zu tragen. Weitere Untersuchungen, vor allem bezüglich eines eventuell verbesserten klinischen Outcome durch Leukotrienbiosynthesehemmung, erscheinen sinnvoll um den potentiellen Einsatz von LT-Synthesehemmstoffen  in der Therapie des SHT in Erwägung ziehen zu können. 
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3. Einleitung: Das Schädel-Hirn-Trauma 
 
3.1. Einteilung 
  Das Schädel-Hirn-Trauma (SHT) stellt im Hinblick auf die Hirnschädigung ein heterogenes Krankheitsbild dar. Es reicht vom leichten SHT, welches keiner oder nur ambulanter Behandlung bedarf, über schwere Traumata die neurochirurgischer und intensivmedizinischer Behandlung zugeführt werde müssen, bis hin zu schwersten, sofort tödlichen Verletzungen. Die Entstehungsmechanismen für dieses komplexe Krankheitsbild sind vielfältig. Prinzipiell kommt es zu einer direkten oder indirekten Gewalteinwirkung auf den Schädel mit begleitender Verletzung des Hirns. Dabei kann man zwischen offenem (mit Eröffnung der Dura mater) und geschlossenem SHT unterscheiden.  Zur Beurteilung der Schwere der Hirnschädigung hat die Einteilung nach J.L. Petit in die drei Schweregrade commotio cerebri, contusio cerebri und compressio cerebri nur noch eine historische Bedeutung. Ebenso hat die lang gebräuchliche Einteilung nach der Dauer der posttraumatischen neurologischen Störung nach Tönnis und Loew an klinischer Relevanz verloren (1).  Zum gegenwärtigen Zeitpunkt am gebräuchlichsten ist die klinische Klassifikation mit Hilfe der Glasgow Coma Scale (GCS) (2, 3). Sie ist ein fester Bestandteil in den Leitlinien vieler medizinischer Fachgesellschaften zur Versorgung von Schädelhirnverletzten (Deutsche Gesellschaft für Neurologie, Deutsche Gesellschaft für Neurochirurgie, European Brain Injury Consortium, The Brain Trauma Foundation usw.). Es handelt sich um eine quantitative Erfassung  von Bewusstseinsstörungen. Beurteilt werden funktionelle Beeinträchtigung und Vigilanz bezüglich Augenöffnen, Sprache und motorischer Funktion. Erreicht werden können maximal 15 Punkte. Hier wird ein schweres (3-8 Punkte) ein moderates (9-12 Punkte) und ein leichtes SHT (13-15 Punkte) unterschieden. Zusammen mit weiteren neurologischen Untersuchungen hat der ermittelte Wert eine prognostische Bedeutung.  
3.2. Epidemiologie  Das SHT stellt eine Erkrankung mit hoher globaler Inzidenz dar. Daten für Europa variieren stark zwischen den einzelnen europäischen Ländern. Insgesamt geht man in den europäischen Ländern von einer Inzidenzrate von 235/ 100 000 mit etwa 66 000 Todesfällen pro Jahr aus (4).  Die Ursachen sind vielfältig und hängen stark von der untersuchten Population ab. Bei jüngeren Menschen sind vor allem Verkehrsunfälle, bei älteren Menschen Stürze die Ursache  für ein SHT. Grundsätzlich sind aber Menschen aller Altersschichten betroffen. Die anfallenden Kosten für das Gesundheitssystem richten sich stark nach der Schwere des SHT. Direkte Kosten entstehen 
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durch die Akutversorgung im Krankenhaus und den sich daran anschließenden oft langwierigen rehabilitativen Maßnahmen. Die indirekten Kosten sind kaum abzuschätzen und werden vor allem durch den Arbeitsausfall des Patienten sowie Inanspruchnahme von Sozialleistungen verursacht. In Deutschland betragen die geschätzten gesellschaftlichen Gesamtkosten etwa 2,8 Milliarden Euro pro Jahr (5).   
3.3 Klinik und Therapie  Das klinische Erscheinungsbild des SHT ist vielfältig. Das leichte und moderate SHT verursacht unter anderem Symptome wie Kopf- und Nackenschmerz, vegetative Beschwerden mit Übelkeit/Erbrechen, kurzzeitige Amnesie, Schwindel, orthostatischer Dysregulation, (distaler) Hyperhidrose, Tremor, depressive Verstimmungen, neuropsychologische Leistungseinbußen, Reizbarkeit und Schlafstörungen (6). In der Regel sind bei diesen leichteren Formen in der Computertomographie keine fokalen zerebralen Läsionen morphologisch nachweisbar. Therapeutische Maßnahmen beinhalten in diesen Fällen eventuelle 24-48 stündige Beobachtung der Patienten unter stationären Bedingungen mit Vigilanz-, Pupillen-und Kreislaufkontrollen zum Ausschluss von Komplikationen und eine begleitende medikamentöse Therapie. Diese beinhaltet vor allem eine analgetische (z.B. nichtsteroidale Antirheumatika) und antiemetische Therapie (Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Neurologie). Mitunter können einige dieser Symptome auch nach leichtem SHT für Wochen und Monate, mitunter sogar Jahre persistieren und werden als posttraumatisches Schädelhirnsyndrom bezeichnet (7, 8). Klinik und Prognose des schweren SHT richten sich nach der Schwere der initialen Verletzung und den eventuellen Sekundärschädigungen sowie Komplikationen, die mit zeitlicher Verzögerung auftreten können. Pathophysiologisch entsteht der Primärschaden durch zum Zeitpunkt des Traumas auftretende direkte Gewalteinwirkung auf das Hirn. Diese verursachen vaskuläre, neuronale, axonale und gliale Schädigungen mit fokalem, multifokalem oder diffusen Muster. Die sich im Verlauf von Stunden bis Tagen entwickelnden Schädigungskaskaden sind unterschiedlicher Natur. Ursächlich hierfür sind unter anderem extrakranielle Krankheitssymptome wie Hypoxie und Hypotension. Diese sind durch intensivmedizinische Behandlung, (Beatmung, invasives hämodynamisches Monitoring, Catecholamingabe etc.)  weitestgehend beherrschbar. Daneben stellen vor allem der Anstieg des intrakraniellen Druckes (ICP) und die daraus resultierende zerebrale Ischämie durch raumfordernde Blutungen, Hydrozephalus, entzündliche Prozesse und Hirnschwellung schwerwiegende Probleme der sekundären Hirnschädigung dar (9). Diese Prozesse sind durch bildgebende neuroradiologische Verfahren, z.B. dem kraniellen Computertomogramm (cCT) in der Akutversorgung Schädelhirnverletzter, abbildbar (10). Die Magnetresonanztomografie (MRT) eignet sich besonders zur Darstellung feinstruktureller 
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Hirnschädigungen und Perfusionsveränderungen, ist jedoch aufgrund der aufwendigeren Technik und des höheren Zeitaufwandes nicht die primäre bildgebende Diagnostik. Zur Beurteilung der zerebralen Ischämie spielt die Bestimmung des zerebralen Blutflusses (CBF) eine wichtige Rolle. Der CBF ist (nach dem Ohmschen Gesetz) der Quotient aus dem zerebralen Perfusionsdruckes (CPP) und dem Gefäßwiderstand der Hirngefäße. Der Gefäßwiderstand errechnet sich nach dem Hagen-Poiseuilleschen Gesetz aus Gefäßlänge, Blutviskosität und Gefäßdurchmesser. Der CPP ist aus der Differenz zwischen dem mittleren arteriellen Druck (MAP) und dem intrakraniellen Druck (ICP) zu ermitteln. Die Hirndurchblutung ist über den CPP (durch Beeinflussung des MAP mittels Volumengabe oder Gabe von Vasopressoren) und ICP zu beeinflussen. Für die richtige Höhe von CPP und ICP gibt es keine verbindlichen Richtlinien. Empfehlungen zur Behandlung schwer Hirnverletzter beschreiben für den CPP einen Wert von > 60mmHg und für den ICP Werte von < 20 mmHg (11, 12).  Nach den Leitlinien der DGN (2008) sollte bei Patienten mit hohen ICP–Werten eine Oberkörperhochlagerung (ca. 30°) bei Sicherung des venösen Abflusses erfolgen. Bei Vorhandensein einer Ventrikeldrainage können das kontrollierte Ablassen von Liquor sowie die intravenöse Gabe von hyperosmolaren Substanzen ebenfalls den intrakraniellen Druck senken. Ebenso wird eine moderate Hyperventilation (paCO2 max. 35 mmHg) empfohlen (13). Auch in den Leitlinien der Brain Trauma Foundation ist festgehalten, dass bei schwerem SHT und initial pathologischen cCT die Anlage einer ICP-Sonde indiziert ist (14).  Neuere Daten zeigen jedoch, dass Störungen im Hirnmetabolismus dem Ansteigen des ICP offenbar schon weit voraus gehen (15). Das Ausbleiben hirnschädigender pathologischer Prozesse bei ICP-Werten, die sich im physiologischen Bereich befinden, scheint somit ein Irrglaube zu sein. Daher ist neben ICP-und CPP–Monitoring eventuell ein deutlich erweitertes Spektrum an Maßnahmen des Neuromonitorings notwendig (transkranielle Dopplersonographie (TCD), Jugularvenöse Sauerstoffsättigung (SjvO2), zerebraler Gewebesauerstoff (ptiO2)) (16).  Neben der konservativen Behandlung stellt die operative Therapie im Sinne einer Dekompression durch Kraniektomie mit eventueller Duraerweiterungsplastik  bei schwerst Schädelhirnverletzten eine Behandlungsoption dar. Genaue Empfehlungen bezüglich der Indikationsstellung sowie Daten zum funktionellen Outcome nach Entlastungskraniotomie liegen noch nicht abschließend vor und sind weiter Gegenstand der Forschung (17). Da die primäre Hirnschädigung nicht beeinflussbar ist, konzentrieren sich therapeutische Richtlinien auf Prävention, Erkennen bzw. Minimierung der sekundären Schädigungsprozesse.  Neben optimierten Rettungsabläufen und schnellstmöglichem Transport in ein Zentrum mit entsprechenden bildgebenden, neurochirurgischen und intensivmedizinischen Möglichkeiten, wird in der Entwicklung neuroprotektiver Medikamente eine Chance zur Prävention der sekundären Schäden auf zellulärer Ebene gesehen.  
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3.4 Das posttraumatische Hirnödem  Die Sekundärschäden durch raumfordernde Prozesse werden maßgeblich von der Entwicklung eines posttraumatischen Hirnödems beeinflusst. Schon seit den 80er Jahren unterscheidet man in zwei Hauptformen (18), das vasogene und das zytotoxische Hirnödem. Das vasogene Hirnödem beruht auf einer Zunahme des extrazellulären Volumens durch Störung der Blut-Hirn-Schranke. Hierfür wird unter anderem die Arachidonsäure als Mediator des vasogenen Hirnödems angesehen. Ihre Konzentration steigt nach Trauma in der Ödemflüssigkeit (19) und bewirkt ein unspezifisches Öffnen der Blut-Hirn-Schranke (20) für Plasmaproteine. Das zytotoxische Ödem entsteht durch eine intrazellulare Ansammlung von Flüssigkeit durch biochemische Prozesse mit Ionenverschiebung, Ausschüttung von exzitatorischen Aminosäuren und oxidativen Stress im Zellinneren entsteht. Dies betrifft neben den Neuronen vor allem Astrozyten (21). Beide Formen werden nach fokaler Hirnkontusion beschrieben (22, 23) und lassen sich bildgebend vorzugsweise mit Hilfe der Magnetresonanztomographie darstellen. Dabei werden Perfusionsänderung und Gewebeschädigung besonders  deutlich mit der T2- und Diffusionswichtung (24).  
3.5 Das experimentelle Schädel-Hirn-Trauma  Die große Heterogenität der Schädelhirnverletzungen in der klinischen Praxis erschwert eine standardisierte und systematische Untersuchung dieses Krankheitsbildes. Daher haben experimentelle  Tiermodelle einen wichtigen Stellenwert in der Entwicklung eines reproduzierbaren und quantifizierbaren Traumas eingenommen. Die am häufigsten verwendeten Versuchstiere sind Nagetiere, allen voran Mäuse und Ratten. Da es kein Versuchsmodell gibt, welches das SHT in seiner Gesamtheit zur Darstellung bringen kann, haben sich je nach Fragestellung und Untersuchungsansatz verschiedene Nagetier-Modelle entwickelt. Hier kann man grundlegend unterscheiden zwischen impact acceleration, inertial (nonimpact) acceleration und direct brain deformation Modellen (25). Das impact acceleration Modell, zum Beispiel das „Weight-drop“ Modell (26, 27), erzeugt  ein diffuses Verletzungsmuster indem ein definiertes Gewicht aus einer definierten Höhe auf die geschlossene Schädeldecke trifft. Die inertial (nonimpact) acceleration Modelle erzeugen ein Trauma durch schnelle Beschleunigungs- und Abbremsbewegungen des Kopfes ohne einen direkten Aufprall(28-30). Ein direktes Trauma wird mit den direct brain deformation Modellen erzeugt. Hierzu zählen das „Fluid Percussion Impact“ (FPI) und das „Controlled Cortical Impact“ (CCI) Modell. In beiden Fällen wird ein fokal betontes Trauma nach erfolgter Kraniotomie auf die intakte Durafläche appliziert. Das „Fluid Percussion“ Modell (31, 32) erzeugt ein fokal betontes, jedoch relativ diffus 
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verteiltes Trauma durch eine über eine  Flüssigkeitssäule übertragene, impulsartige Druckwelle.  Das auch der vorliegenden Arbeit angewendete CCI Modell (33-35) wurde ursprünglich als Frettchenmodell entwickelt, hauptsächlich jedoch für Ratten und Mäuse angewendet. Das CCI-Modell erzeugt reproduzierbar ein parietales unilaterales kortikales SHT. Dabei trifft ein elektromagnetisch betriebener Zylinder mit einer festgelegten Geschwindigkeit und Eindringtiefe auf die geschlossene Durafläche. Somit ist es möglich die Schwere des Traumas reproduzierbar zu steuern und ein vergleichbares Verletzungsmuster zu generieren.   
3.6 Leukotriene, MK886 und Boscari®  Nach experimentellem SHT wird eine große Menge an  Arachidonsäure frei (36-38). Sie dient unter anderem als Substrat für die Entstehung von Leukotrienen. Den ersten Schritt dieser Reaktionskaskade katalysiert das Enzym 5-Lipoxygenase (5-LOX)(39). Die 5- LOX, auch als Schlüsselenzym der Leukotrienbiosynthese bezeichnet, wird durch das 5-LOX-activating protein (FLAP)(40, 41) aktiviert. Leukotriene sind klassische, hochaktive Mediatoren von Entzündung und Ödembildung. Sie spielen eine Rolle in einer Vielzahl chronisch entzündlicher Erkrankungen wie z.B. Asthma bronchiale und Rheumatoider Arthritis (42). Vor allem den Cysteinyl-Leukotriene (cysLTs) wird in der Literatur dahingehend eine große Bedeutung beigemessen (43, 44). Im zentralen Nervensystem schreibt man  ihnen eine Schädigung der Blut-Hirn-Schranke und eine Beteiligung an der Entstehung des  Hirnödems zu (45-47). Ebenso scheinen sie beteiligt an der Aktivierung und Proliferation von Astrozyten (48).  Nach experimentellem SHT konnten erhöhte cysLT-Werte zum Zeitpunkt der maximalen Hirnschwellung nachgewiesen werden (49). Dies macht einen Zusammenhang zwischen sekundären Schädigungen des Hirns nach traumatischer Verletzung und den erhöhten LT-Level wahrscheinlich und wirft die Frage auf, inwieweit eine Verringerung der LT-Konzentration auch zu einer Abnahme der Hirnschwellung führen kann. Eine Möglichkeit zur Reduktion der LT-Konzentration bietet die Manipulation der 5-LOX durch Inhibitoren. In dieser Arbeit verwendet wurde zum einen MK886 (50), ein selektiver  Inhibitor des  FLAP (51). Dieser Substanz werden eine Vielzahl an Effekten zugeschrieben, unter anderem eine signifikante Reduktion der antigeninduzierten Bronchokonstriktion (52) und des Infarktvolumens nach zerebraler Ischämie (53) in vivo, sowie zahlreiche in vitro Effekte wie beispielsweise die Verringerung der Proliferation von Leukämiezellen (54, 55) sowie eine Apoptoseinduktion unabhängig von FLAP (56). Auch wurden als Folge von FPI-induziertem, experimentellem SHT deutlich geringere Kontusionsvolumina nach Gabe von MK886 gemessen (57). Das in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eingesetzte Boscari®, ist ein Stoffgemisch aus verschiedenen Boswelliasäuren. Diese wurden aus dem Harz des afrikanischen Weihrauchbaumes (Boswellia carterii)  isoliert und wirken als nicht-kompetitiven 5-LOX-Hemmer (58, 59). Ein wachstumshemmender Effekt auf 
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Tumorzellen, unter anderem bei Hirntumoren (60), Kolonkarzinomen (61, 62) und  Leukämien (63) konnte nachgewiesen werden. In Bezug auf das Hirnödem konnte in der Behandlung an Hirntumoren erkrankter Patienten schon Ende der 90er Jahre in Deutschland gezeigt werden, dass die Anwendung von Boswelliasäuren zu einer Verringerung der Hirnschwellung führte (64). Dies konnte in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Doppelblindstudie aus dem Jahre 2011 bestätigt werden (65). Auch hier zeigte sich im MRT eine signifikante Verringerung des Ödems bei Hirntumorpatienten nach unterstützender Begleittherapie mit einem Präparat aus Boswelliasäuren. Das SHT ist ein Krankheitsbild mit hoher Mortalität und Morbidität und bedarf eines individuellen und hochkomplexen Therapieregimes. Neben der Prävention des SHT steht vor allem die Reduktion der Sekundärschäden im Zentrum des wissenschaftlichen und klinischen Interesses. Die vorliegende Studie zeigt eine Möglichkeit zur Verringerung der sekundären Hirnschädigungen auf und bietet einen experimentellen Ansatz die Folgen einer Schädel-Hirn-Verletzung in der Zukunft möglicherweise besser zu behandeln.  
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5. Zusammenfassung der Arbeit                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med.  Untersuchung des Effektes der Leukotrienbiosynthesehemmung nach experimentellem Schädel-Hirn-Trauma  eingereicht von: Cornelia Voigt  angefertigt an:  Universität Leipzig / Universitätsklinik und Poliklinik für Neurochirurgie  betreut von:  Prof. Dr. med. Jürgen Meixensberger Prof. Dr. med. Martin Schuhmann   Monat und Jahr der Einreichung: Oktober 2012   
5. Zusammenfassung  
 In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer LT-Biosynthesehemmung auf die Entwicklung des SHT bzw. des Hirnödems nach fokaler Kontusionsverletzung im Tiermodell untersucht. Ein besonderes Augenmerk lag dabei auf den im zeitlichen Intervall auftretenden sekundären Hirnschädigungen, welche maßgeblich durch das posttraumatische Ödem determiniert werden. Basierend auf Erkenntnissen über die Beteiligung von Leukotrienen am posttraumatischen Hirnstoffwechsel wurde die dieser Arbeit zugrunde liegende Hypothese aufgestellt, dass durch die Hemmung der LT-Biosynthese die Ausprägung des posttraumatischen Hirnödems messbar verringert werden kann. Diese Hypothese wurde zunächst mit Hilfe des T2- gewichteten MRT bildgebend untersucht. Des Weiteren wurde die Ausprägung der Schädigung auf zellulärer Ebene analysiert, was auf Grundlage immunhistochemischen Färbungen von Gewebeschnitten fixierter Gehirne erfolgte. Der intrakranielle Druck wurde mit Hilfe einer 
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Codman-ICP-Sonde gemessen. Ziel der Untersuchungen war der Nachweis einer Verringerung des Kontusionsvolumens in Verbindung mit einem verbesserten Überleben von Neuronen nach LT-Synthesehemmung in den Behandlungsgruppen. Es konnte somit ein möglicher therapeutischer Ansatz in der Prävention sekundärer Hirnschädigung durch das Hirnödem nach SHT durch Hemmung der LT-Biosynthese auch im Hinblick auf die mögliche Anwendung in der Humanmedizin aufgezeigt werden.  Für das vorleigende Projekt wurde das CCI- Modell als etabliertes Modell in der Generierung des experimentellen SHT gewählt. Als Versuchstiere dienten männliche Sprague-Dawley Ratten. Die Inhibition der Biosynthese der LT erfolgte durch Hemmung der 5-Lipoxygenase. Dabei wurden zwei unterschiedliche Substanzen, MK886 und Boscari®, mit unterschiedlichen Wirkungsweisen gewählt und jeweils einer Gruppe von Tieren 2h vor und alle 8h nach Applikation des Schädel-Hirn-Traumas oral verabreicht. Eine zusätzliche Gruppe diente als Kontrollgruppe und erhielt nur die Trägersubstanz. Da die sekundären Hirnschädigungen mit zeitlicher Verzögerung auftreten, wurden die Untersuchungszeitpunkte 24h bzw. 72h nach Induktion des Traumas gewählt Die Messung und der Vergleich der Ödemgröße bei behandelten und unbehandelten Tieren wurden anhand des T2-gewichtetem MRT durchgeführt. Vor Fixation und Entnahme der Hirne wurde bei allen narkotisierten Tieren der intrakranielle Druck mit einer Codman-ICP-Sonde gemessen welche im Bereich des Bulbus olfactorius platziert wurde. Zur histologischen Beurteilung wurden unter anderem die neuronalen Nuclei in zwei definierten perikontusionellen Bereichen (ROI1 und ROI2) mittels immunhistochemischer Färbung  neuronaler Nuklei (NeuN) dargestellt. Zudem erfolgte die Charakterisierung und Visualisierung der Kontusion durch Dreifach- Fluoreszenz- Markierung von Neuronen, Astro-, Mikroglia und Gefäßen sowie die Darstellung untergehender Neurone mit Fluoro-Jade B (FjB).  Die Messung des Hirndrucks zeigte keinen Unterschied zwischen den Behandlungs- und Kontrollgruppen. Die Magnetresonanztomographie machte jedoch statistisch signifikante Unterschiede in der Ausprägung der posttraumatischen Kontusionsvolumina deutlich. Zeigte sich 24h nach Trauma bereits ein deutlicher Trend zu geringeren Kontusionsvolumina in beiden behandelten Tiergruppen, so konnte nach 72 eine statistisch signifikante Verringerung (p<0.01) dargestellt werden. Dabei war keine der Therapiegruppen überlegen und verglichen mit der unbehandelten Kontrollgruppe verringerte sich das Läsionsvolumens um 21%. Dieses spiegelte sich auch in der quantitativen Analyse der Neurone wieder. Hier konnte nach 72h ebenfalls in beiden Therapiegruppen eine signifikant höhere neuronale Zelldichte verglichen mit den  nicht therapierten Tieren gemessen werden (ROI 1 P < 0.05; ROI 2, P < 0.05, siehe Publikation Table 1, Figure 6). Mit Hilfe der Dreifachfluoreszenzfärbung konnte die Kontusion auf zellulärer Ebene dargestellt und charakterisiert werden. Dabei ließen sich mit Solanum tuberosum Agglutinin Blutgefäße und Makrophagen, mit Anti-NeuN Antikörpern die neuronalen Nuclei, sowie mit  
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Anti-GFAP Antikörpern reaktive Astrozyten immunhistochemisch darstellen. Es konnte ein Kontusionskern und ein perikontusioneller Randbereich  definiert werden. Der Kontusionskern zeichnete sich im zeitlichen Verlauf durch einen zunehmenden Gewebeverlust aus, am ehesten im Sinne eines nekrotischen Zerfalls. Dies wurde vor allem in den Gefrierschnitten der 72h nach Trauma entnommenen Hirnen deutlich. Für diese Arbeit von großem Interesse war vorrangig das perikontusionelle, in jedem Fall intakte Gewebe. Hier wurden auch die ROIs für die Quantifizierung der Neurone mittels NeuN- Färbung festgelegt. In diesem Bereich zeigte sich eine deutliche Verringerung der NeuN-positiven neuronalen Nuclei im zeitlichen Verlauf. Ebenso konnte hier eine scheinbare Hochregulation der reaktiven Astroglia dargestellt werden. Die vaskuläre Architektur, welche im Kontusionskern deutlich zerstört abgebildet wurde, zeigte im perikontusionellen Gewebe eine geringere Destruktion. Waren 24 h nach Trauma noch wenige Makrophagen im perikontusionellen Bereich zu sehen, so konnte 72 h nach Trauma eine deutlich erhöhte Anzahl an Makrophagen dargestellt werden.  Diese Befunde wurden im dieser Studie keiner quantitativen Analyse unterworfen und stellen einen interessanten Schwerpunkt für weitere Untersuchungen dar. Mit Hilfe der Fluoro-Jade-Färbung konnten in verschiedenen Regionen sterbende Neurone beschrieben werden. Stellten sich FJB-positive Zellen 24h nach Trauma vor allem im Kontusionskern dar, so waren nach 72h diese sterbenden Neurone eher in der perikontusionellen Zone und deutliche zudem in verschiedenen hippocampalen Regionen zu detektieren. Dies stützt die Hypothese der zentralen Nekrose und des Fortschreitens der Schädigung im zeitlichen Verlauf mit sekundären Schädigungen auch in entfernteren Hirnarealen. Auch hier sind quantitative Untersuchungen zum jetzigen Zeitpunkt noch ausstehend und ein etwaiger positiver Effekt nach Leukotrienbiosynthesehemmung allenfalls zu vermuten.   Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der Leukotriensynthese in den Therapiegruppen zu einer Verringerung des Kontusionsvolumens und zu einer höheren Neuronendichte im perikontusionellen Areal führt. Dabei blieb die unterschiedliche Wirkweise der verwendeten Substanzen offenbar ohne Auswirkung auf die Ergebnisse, die für beide Inhibitoren ähnlich waren. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass tatsächlich die verringerten Leukotrienkonzentrationen für die posttraumatischen Veränderungen verantwortlich zeichnen und nicht etwaige Nebeneffekte der verwendeten Substanzen. Es lässt sich somit ableiten, dass die Leukotrienhemmung sekundäre Hirnschädigungen nach Schädel-Hirn-Trauma vermindern kann. Inwieweit dies tatsächlich das klinische Outcome verbessert sollte Schwerpunkt von weiteren Untersuchungen sein. Dabei sollte das Augenmerk vor allem auf der Dosisfindung für Boscari® liegen, da diese Substanz seit Hunderten von Jahren in der Medizin verwendet wird und praktisch keine bekannten 
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Nebenwirkungen hat. Weiterhin sollte in fortführenden Untersuchungen ein Post Treatment Design gewählt werden um erkenntlich zu machen, ob die oben genannten Effekte auch dann so deutlich zutage treten. Die gewonnenen Erkenntnisse bezüglich einer Verringerung der Sekundärschäden nach experimentellem SHT durch Leukotriensynthesehemmung tragen womöglich zu einem besseren Verständnis der Pathophysiologie der sekundären Hirnschädigungen bei und können zudem ein weiterer Schritt auf dem Wege zu einer Optimierung in der Behandlung von Schädel-Hirn-Traumata sein. 
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